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論文内容要旨
 膵癌は非常に予後が悪く,いまだに既存治療では予後の改善は期待できない。その悪性度は多
 彩な遺伝子異常によるところが大きく,膵癌においてはK-ras(80%以上),TP53(50～70%),
 7P16(80%以上),S棚、D4(約55%)が報告されている。そのため,遺伝子異常を標的とした
 治療戦略が確立されれば非常に有効な治療になる可能性が高い。遺伝子異常を標的とした治療法
 はすでにいくつか報告されているが,最近制限増殖型アデノウイルスを用いた治療が期待され,
 注目されている。当教室においても元井らが,制限増殖型アデノウイルスとIL-12の併用療法,
 大沼らがUracilphosphoribosiltransferase(UPRT)遺伝子組み込み制限増殖型アデノウイ
 ルスと5FUの併用療法でその有効性を示し,現在も臨床応用すべく研究中である。
 一方,膵癌を含む固形癌において血管新生が増殖,浸潤,転移に重要な役割を果たしており,
 vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)を含む様々な血管新生因子が腫瘍内で発現増強
 していることが報告されている。VEGFは低酸素刺激により発現してくるhypoxiainducible
 factor4α(HIF-1α)により転写が活性化されるため,HIF-1αの分解に関与するvon-Hippe1-
 Lindau(VHL)蛋白,ユビキチン・プロテアソーム系などが血管新生抑制治療の標的として最
 近注目されている。制限増殖型アデノウイルスは癌細胞内で特異的に増殖し,細胞を破壊するが,
 感染に伴い発現するearlyregionIA(EIA)蛋白は血管新生抑制作用を有することが報告さ
 れている。すなわち感染細胞の破壊以前に発現するEIAによる血管新生抑制が腫瘍増殖抑制に
 おいて重要な役割を果たす可能性が示唆される。今回我々は様々なEIAを発現するアデノウイ
 ルスベクターを用いてElAの腫瘍血管新生に及ぼす影響を検討した。併せてp300などとの関
 連についても解析した。
 まず膵癌細胞4株(AsPC-1,Panc-1,PK-1,PK-8)に対し野生型EIAをもつ制限増殖型
 アデノウイルスベクター(AxEIAdB),コントロールウイルス(noEIA,AxCA-1acZ)を感
 染させ,ウイルス感染,低酸素負荷時のVEGF濃度の測定(ELISA法),VEGFm-RNAの発
 現(RT-PCR法)を検討した。4株ともAxCA-1acZ感染細胞では低酸素刺激においてVEGF
 の発現増強を認めたが,AxElAdB感染細胞では未刺激時と同等までの発現抑制を認め,これ
 はm-RNAレベルによるものであった。次にAsPC-1に様々なEIAを持つアデノウイルスベク
 ターを感染させ同様の検討を行ったが,p300結合部位に部分的に変異のあるEIAを持つアデ
 ノウイルスベクター(AxdA(2-17)dB,d11101)では低酸素刺激においてタンパク,m-RNA
 レベルともVEGFの発現低下は軽度であった。EIA,p300による免疫沈降実験では,AxdA
 (247)dB,di1101感染細胞においてp300との結合が低下し,AxElAdB感染細胞での低酸
 素時のVEGF発現低下にはEIA,p300の結合の関与が示唆された。次に膵癌細胞4株での
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 HIF-1αの発現を検討した。HIF-1αはこれまでは通常状態ではVHL蛋白,ユビキチン・プロ
 テアソーム系の働きで分解され検出できないと言われてきたが,最近の報告では膵癌を含むいく
 つかの癌細胞において通常状態でもHIF-1αの発現が報告されている。本研究においても4株全
 てで通常状態でのHIF-1αの発現が確認され,低酸素刺激により発現増強が認められた。特に
 VEGFが強く発現していたPK-8では通常状態,低酸素状態とも高発現しており,HIF-1αと
 VEGFの発現の関与が示唆された。AsPC-1にVEGFの検討同様5種のアデノウイルスベクター
 を感染させ,HIF-1α発現の検討を行った。m-RNAレベルでの発現は同様であったが,West-
 emblotにおいてElAのp300結合部位に部分的に変異のあるAxdA(2-17)dB,d11101に
 比べ野生型EIAであるAxEIAdBにおいて低酸素刺激時の増強抑制効果が認められ,ElAが
 関与している可能性が示唆され,今後さらなる検討が必要と思われた。
 さらに,SCIDmiceでのAxCA-1acZ,AxEIAdB,d11101感染細胞の皮下腫瘍モデルを用
 い,1nv'voでの腫瘍血管新生の検討を行った。AxCA-1acZに比べ,AxElAdB,d11101で同
 様のウイルス増殖,腫瘍細胞死を認めたが,AxEIAdBでは腫瘍への新生血管及び皮下腫瘍内
 の血管密度とも抑制され,"7vivoでもEIA,p300の結合の並びに低酸素時のEIAによる
 HIF-1αの増強抑制が血管新生抑制に関与している可能性が示唆された。
 これらより野生型ElAを発現する制限増殖型アデノウイルスはウイルスによる腫瘍増殖抑制
 効果に加えて,腫瘍血管新生抑制効果も期待できる可能性が示唆され,非常に有望な治療と考え
 られる。
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 審査結果の要旨
 膵癌は非常に予後が悪く既存治療で予後の改善は期待できない。多彩な遺伝子異常がその悪性
 度に寄与しており,制限増殖型アデノウイルスを用いた治療が注目されている。また血管新生が
 増殖,浸潤,転移に重要な役割を果たしており,vascu1&rendot五elialgrowthfactor(VEGF)
 を含む様々な血管新生因子が腫瘍内で発現増強している。VEGFは低酸素時に発現する
 hypoxiainduciblefactor-1α(HIF-1α)により転写が活性化され,HIF-1αは血管新生抑制
 治療の標的として注目されている。アデノウイルス感染で発現するearlyregionlA(ElA)
 蛋白は血管新生抑制作用があり,今回様々なEIAを発現するアデノウイルスベクターを用い
 ElAの腫瘍血管新生に及ぼす影響,p300との関連について解析した。
 膵癌細胞4株(AsPC-1,Panc-1,PK-1,PK-8)に野生型EIAをもつウイルスベクター
 (AxEIAdB),コントロールウイルスベクター(noEIA,AxCA-lacZ)を感染させ,ウイル
 ス感染,低酸素負荷時のVEGF蛋白,m-RNAの発現を検討した。4株全てで蛋白,m-RNA
 レベルともAxCA-1acZ感染細胞で低酸素時に発現増強し,AxElAdB感染細胞で未刺激時と同
 等の発現抑制を認めた。AsPC-1に様々なEIAを持つウイルスベクターを感染させ同様の検討
 を行ったが,p300結合部位に部分的に変異のあるEIAを持つウイルスベクター(AxdA(2-
 17)dB,d11101)では低酸素時の蛋白,m-RNAレベルともVEGFの発現低下は軽度だった。
 ElA,p300による免疫沈降実験では,AxdA(2-17)dB,d11101感染細胞でp300との結合
 が低下し,AxElAdB感染細胞での低酸素時のVEGF発現低下にはElA,p300の結合の関与
 が示唆された。
 HIF-1αは4株全てで通常状態で発現し低酸素状態で増強した。VEGFの検討同様ウイルス感
 染細胞でHIF4α発現の検討を行った。m-RNAレベルの発現は同様だったが,蛋白レベルで
 AxdA(2-17)dB,d11101に比べAxElAdBで低酸素刺激時の増強抑制効果が認められ,EIA
 の関与が示唆された。
 '〃ソ'ソ。で腫瘍血管新生の検討を行ったが,inv∫∫ro同様であった。
 これらより野生型ElAを発現する制限増殖型アデノウイルスは,ウイルスによる腫瘍増殖抑
 制効果に加えて,腫瘍血管新生抑制効果も期待できる可能性が示唆された。
 本研究は今後の癌遺伝子治療の発展に寄与するものであり,十分に学位に値するものである。
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